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く昭和59年 1 月19日 受付ン
同種 お よ び自家骨髄移植後早期 に お け る， リ ン パ 球浪合培養 くmix ed lym pho cyte cultu re， 以下
M L C と掛 値反応性の原因 と し て， 非特異的 sup pr e ss o r c e11s が関与す る 可能性 に つ い て検討 を行 っ た ．
M L C は， 5 XlO憫 の 末棉血単核細胞 くpe riphe ral blo od m on o n u cle a r c ells， 以 下 P B M C と晰 を
stim ulato rお よび r esponder c ells と した 2 w ay M L C を用い ， この M L C の系 に 3種 の細胞濃度 くr e s
．
po nde rニ m odulato r比 こ1ニ0－25， 1ニ0．5 8tlニ1，の m odulato r c ells を添 加 し， その S up pr eS SO r括性 を
評価 した ． ま ず， m Odulato r c ells を全く加 え な い 患者 の tw o w ay M L C反応性 は c o ntr ol と した正常人
の M LC 反応性 の 平均 24％ と， 著明な低反応性 を示 し た． c o ntr oI M L Cに 正 常人 の 第三 者の P B M C を
m odulato r c ells と して添加す る と， M L C反応性 は非添加の場合 に 比 べ て さ ら に 増強 したが ， 移植後早期
の患者 P B M C を添加す る と M L C反応性は著明 な抑制 を受 けて ， 1 ニ 1 の添加で は c ontroI M L C の 32％
に まで 抑制が み ら れ， 添加 した 患者 P B M C はs up pre s sor c ells と して の作用 を示 した． そ こ で， こ の 移植
患者 P B M C中に 認め られ た sup pr e ss o r c e11s の免疫学的特徴 を明 らか に す る た め に 種 々 の 検討 を行
っ た
結乳 骨髄移植後早期に 出現す る M L C
－
Sup pre SS O r C ells は， 11 羊赤血球と ロ ゼ ッ トを形成す る T 細胞
分画 に 認 めら れ， 2う T 細胞分化抗原 に 対す る モ ノ ク ロ
ー ル 抗体で 処理す る と， O K T 8 お よ び O K 工al と
の 処 理で sup pr e ss o r活性 は消失 し， 31 3，000r ad X線照射 に よ っ て s up pr es so r活性は影響 を受 けず，
41 s up pre s sor 活性の発現 に r e spo nder c ells と m odulato r c e11s は組織適合性 の
一 致 を必要 とせ ず， さ
ら に細胞傷害 に 基づ く抑制で は な い ， とい う こ とが 明らか とな っ た ． つ ぎに ， こ れ ら の特徴 を有す る S up
－
pr e ss o r c e11s の 活性と 患者 リ ン パ 球の tw o w ay M L C反応性お よび 骨髄移植後
の 時期 との 関係 を検討 し
た． s up pre ss or c e11s と M L C反応性 との 間に は強 いくpく0．001 逆相関が認 め られ ， M L C反応性
が c o ntr ol
の約 80％に ま で回復 し て い れ ば sup pr e ss o r活性 は ほぼ 消失 して い る こ とが 示 さ れ た． また ， こ の Sup pr e S
－
so r活性は骨髄移値後の 時間経過と と も に 減弱 し， 移植後 200 日か ら 1年の 間に ほ ぼ消失す る
こ と も明 ら か
とな っ た ． 以 上 の成績と， 前回 の 検討 で 明ら か と な っ た 憎 髄移植後 1年以内に o n e w ay ML C反応性は
正 常化す るd と い う成績 と を考 え あ わせ る と， 移植後早期 の M L C低反応性の 理由の ひ と つ と して， O K T 8
陽胤 O K Ial陽性で X 線抵抗性 を有す る T 細胞 が非特異的 s up pr es so r c ells と して 関与 して
い る可能性
が 示唆さ れ， そ の S up pre SS O r C ells が移植後 200 日か ら 1 年 の 間に 消失す る 結果 と して ， M L C反応性
が 正
常に 回復す る も の と考え られ た ．
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Role of MLC－ S uP preS SO r C ells onLo w M L C Re a ctivity in Early Posttr a n splant Pat
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骨髄移植後の 免疫学的検討 H
白血病 や再生不良性貧血 な どの 有力な治療法と して の
骨髄移植 は ， その 方法が ほぼ確立さ れて き て お り， 好
成績が 多数報告1 州 され る に い た っ て い る ． しか し， 移
植前処置と して 白血 病細胞除去や移植片拒絶予防 を目
的と し， 大量 の 抗腫瘍剤や全身 X線照射 くtotal body
ir radiatio n， 以 下 T BI と田削 が 施行 され る た め に ， 患
者自身の 造血 系細胞や免疫担当細胞 は ほぼ 完全 に 破壊
され る． そ の ため に ， 移植後 の 血液学的お よ び免疫学
的回復 は， 移植さ れ た ド ナ ー 由来の 造血 幹細胞 の 分化
増殖に ゆ だ ね られ るが ， 血 液学的回復 に 比 べ 免疫学的
回復が非常 に 遅延す る こ と が知 ら れ て い る ． 免疫学的
回復の 遅延 す なわ ち免疫不全状態の 持続の た め に ウイ
ル ス ， 細菌 お よ び真菌 な どに よる 日和見感染が重大な
問題と な り， と く に cyto m egalo viru sく以下 C M V と
略フ に よ る問質性肺炎 は しば しば致死 的と な りう る た
め移植患者の 予 後 を左 右 す る重 要な 因 子 と な っ て い
る2川
． 自家骨髄移植に 比 べ 同種骨髄移植 の 場合， 免疫
学的 回復 が 遅 く不 完全 で51鋸， し か も graft－V er Su S
－ho stdis e a s eくG V H Dl を合併 した例 で は その 傾向が
さ ら に 促進さ れ る の で7 囲 ， 日和見感染 の 危険性 はさ
ら に 高 まる こ とが 指摘 され て い る ． 骨髄移植後 の 免疫
学的再構築 に つ い て は， 末梢 血 リ ン パ 球71お よ び T
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－C ell サブセ ッ ト 糊1り ， リ ン パ 球幼君化反応5m ，in vitr o
免疫グ ロ ブ リ ン 産生lり－ 21， リ ン パ 球細胞傷害検査 用 ， 遅
延 型 皮フ 反応 抑 な どに つ い て お も に 同種骨髄移植患
者に おい て検討さ れ て い るが ， 液性免疫 よ り細胞性免
疫の 回復 の 方が より遅 れ る乃と され てい る． し か し そ
の 免疫学的反応性の 低下を来た すメ カ ニ ズム を明 ら か
に したも の は少な い 611りよう で あ る． 移植後免疫能の低
下を把握し， そ の メ カ ニ ズ ム を明 ら か に す る こ と は，
移植後免疫不全状態の 解明 に 重要と考え られ る．
本研究で は， 骨髄移植後早期で免疫学的回復が不完
全と予 想され る 患者 を対象 と して ， 血ix ed lympho．
Cyte C ultu r e， 以下 M L C と略1反応性の低下に 関与 し
う る sup press o r c ells に つ い て検討 を行い ， 興味 ある




1980年よ り 1983年まで の 阻 金沢大学第三内科で実
施した 同種骨髄移植くallogen eicbone m arT O Wtr a n S－
Pla ntatio n， 以 下 allo－B M T と略l 患者 7例， 自家骨
髄移植 くa utologo u sbo n e mar row tran spla ntatio n，
以下 a uto－BM T と略1 患者 3例を対象と した． 移植 は
Table l． Patient cha r a cte ristics
No ． Age Se x くs豊儲払 A思監nic
A lloge n eic

































工工 31 32 36 47 49 51
9 10 1921 23 26 32
N N 且 3 4 5
N 且 4 5 6




ホ B M T，bo n e m a r r o wtr a nsplantationニ A L L， aC utelym phobla sticle ukemia
．
i
A M L， a C ute myeloge n o u sle uke miaニ C M L， Chr o nic myeloge n o u sleuke m laニ
A P L， a Cute pr O myelo cyticledke mia ニ N HL， n O n－ Hodgkin
，
slym pho m a三 C R， C O mPlete r e mis sion．
＋＋ G V H D， gr aft－V e rS u S．hostdise a s eニ N ．E． ， nOte Valu able．
綿 ホ
wk， W e ek．
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既 に 報告した 方法 に よ っ て 実施 した． そ の概略は す で
に 前報で述 べ たの で省略す る． Table lは対象 と した
移植患者 の 臨床的特徴 を示 し た も の で あ る． allo
－ BM T の患者の年齢は 13歳か ら 46歳 仲 央値 26方勤
まで で あっ た ． 移植前の 基礎疾患は， 急性リ ン パ 性白
血 病 くa c utelym phobla sticle uke mia ， A Lu 3イ礼
急性骨髄性白血病 くa c ute myelogen o u sle ukemia，
A Mu 2例 ， 急性前骨髄球性白血病くa c ute pr o myelo．
cytic le uke mia， A P L1 1例 お よ び慢性骨髄性白血病
くchronic myeloge n o u sle uke mia， CM u l例 の 計
7例 で あっ た ． こ の う ち 2例 に 急性 G V B D， 1例に 慢
性 G V H D が見 られ た ． 免疫学的検索は移植後第 3退
か ら第 100週 の 間に 行 っ た ． a uto－BM T患者 は， 23歳
か ら 52歳 仲 央値 50歳ほ で で あっ た ． allo－B M Tの
患者 は全例移植後第 15遇 ま で G V H D予防 の た め 1
回 量15句 10m glday の メ ソ ト レ キ セ
ー ト くm etho －
tr e x atelの 予防投与 をう けた ． 比 較検討の た め の コ ン




末梢血単核細胞 くpe riphe r al blo od m onon u cle a r
c ells， 以 下 P B M C と略lは すで に 述 べ た よ う に ，Fic oll
－ Hy paqu e比 重 遠心法 に よ り 分離採取 した ． R PM I
1640培 養液 で 3 回洗浄 後， 15％ ヒ ト プ
ー ル 血 清
くhu m a npo oled s eru m， 以下 H P S と田削 を加 えた
R P M 工1640培養液 に 5 XlO5ノmlの 濃度 と な る よ う に
調整 し， 以 下の 実験 に 用い た．
m ． T － C ell とn o n－T c ellの 分離
前述 の 方法 で得 ら れ た P B MC を牛胎児 血 清中
くfetalc alfseru m， 以下 F C S と晰 に 5 XlO
8lml濃
度 で浮遊さ せ た もの に 20倍 の 細胞濃度 く1 XlO
8ノmll
の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ くBehringw e rke A G， W I
Ger m a nyl 処理羊赤血球く以下 S R B Cと田削 を等量混
合 し， 再び Fic oll
－ Hy paqu eに 重層 し4
O
C， 400 G で 30
分間遠心分離 し た． Fic ol卜Hy paqu e上 層の S R B C と
ロ ゼ ッ ト く以 下 E ロ ゼ ッ ト と略1 を形成 し ない 細胞 を
n 。n
－ T c ellと して採取 し， こ れ を R P M I 1640培養液
で 3 回洗浄 し た． E ロ ゼ ッ ト形成細胞 を含 む pellet
は， tris
－ N H．Cl buffe rを用 い て S R B C を溶血さ せ た
後， R P M l 1640培養液で 3 回洗浄 し T




C ell中 の E ロ ゼ ッ ト形成細胞 は 92％ ル 97％で，
一 方
n。n－T c ell の 42％ へ 65％ は表面免疫 グ ロ ブ リ ン陽性
細胞 であり， E ロ ゼ ッ ト形成細胞 の 混 入 は 5％以下 で
あ っ た ． ま た， dye e x clu sion test によ る T
－
C ell， n On
－ T cellの viability は 97％以上 で あ っ た ．
1V． モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る処理
T － C ell分化抗原 に 特異的 な モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体
O K T4， O K T 8 お よ び OKIa lくOrtho Diagn o stic
Syste m ， Ralitan ， U． S． A ．1 と ウサ ギ補体 くBehring
．
w e rk A G，l で P B M C を処理 し， 各抗体陽性細胞 を除
去 す る n egativ e sel ctio n を行 っ た ． まず， R PM I 1640
培養液中に 1 XlO7lml の濃度 に 調整 し た P B M Cに ，
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を 1ノ40句 1ノ20量加 え 4
0
C で 30分
間反応 させ ， さ ら に ウサ ギ補体 を最終濃度 1 二 6 と な
る よう に 加 え， 37
0
Cで 30分反応 さ せ た ． 反応終了後
R P M l 1640培養液で 3回 洗浄， 細胞濃度の 再調整 は行
わずに ， モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体処理 前と 等量 の 15％H P S
加 R P M I1640培養液 を加 え， 処 理細胞 を再浮遊さ せ
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． Nl a nd N2， pe ripher al blo od m on o n u cle a r c ellsくPB M CJfr o m n o r m a
l individualsi P， P B M C fr o m
patie nts．
糾 N3， P B M C from n o r m al individu als differ e ntfr o mNl a
nd N2i PT， T －C ells of patie nt
，
s P B M C言
pn oT， n O n－T c ells ofpatient
，
s P B M Cニ PT4－， Patie nt
，
sP B M C depleted of O K T4－pO SltlV e C ellsiP．
町 Patie nt
，
s PBM C depleted of O KT8－pO Sitiv e c e11s妄 PIall Patient
，
s P B M C depletedofOKIaト
positiv e c ellsニ Px， Patie nt
，




O K T4 と補体 で 処理 した細胞分画 を O K T4L分画
と す る と， こ の 分画 に お け る O K T 4陽性細胞 く以下
OK T 4
＋細胞と 晰 の 混入 率は 4％以 下 ， O K T8と補体
に よ る処理後 の細胞分画く以 下 OK T 8一分画と略うに お
け る O K T 8陽性細胞く以下 O K T 8十細胞 と略Iの 混入
率は 一7％以下， また O K Ial と補体 に よる 処理後 の 細
胞分画く以下 O E 工al．分画と略ぅ に お け る O K工al陽性
細胞 く以 下 O K la l十細胞 と田別 の 混入率 は4 ％ 旬 11％
で あ っ た ． dye e x clu sio ntestで は ， 抗体処理 後の 細
胞 の viability は い ず れ の 場 合 も 93％ へ 97％で あっ
た ．
V ． リ ン パ 球混合培養 くM L Cう
M L C はresponde rお よ び stim ulato r c e11s と し て
5 XlO5lmlの 濃度の P B MC を100jLl ずつ 混合 し， 3
種 類 の 細 胞 濃度 くre spo nder二 m odulato r比 こ1二
0．25， 1 二0．5 8tlこ 1 の m odulato r c ells を Table 2
























Fig． 1． Tw o－W ay M L Cof n o r m al P B M Cくc o ntroI
M L C， O a nd re a ctivity of tw o－W ay M L C
betw e e n n o r m alc o ntr oIs a ndtra n spla ntpatients
くpatie nt M L C， N－Pl．
Fo rtw o－W ay M L C， 5XlO4 P B M C fr o m n o r m al
individuals a nd patie nts w er e c ultu r ed a s r es－
po nde r a nd stim ulator c els． A clo s ed colum n
r epre s e ntsthe c otr oI M LC which is show nto be
lOO％ in r e a ctivity． Anlope n c olu m n repre s ents
the m e a nくMI ％of c o ntroI M LC with standa rd
e r ro r ofthe m e a nくS E MIin 29e xpe rim ents．
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と N2の P B M Cに よ る 2w ay M L C をコ ン ト ロ
ー ル
くc o ntr oI M L C，l と し患者と比較検討の た め に こ の
C O ntr OI M L Cに 第 三 者 くN31 P B M C をm odulator
c ells と して加 え た組み 合わ せ の 培養も 行っ た ． pati－
e ntM L C はc o ntr oI M L Cに 用 い た正 常人 くNlま た は
N21と移植患者くPlとの M L C と し， Te st l は c ontr oI
ML Cに 患者 P B M C をm odulator c ells と して加 え た
もの と した． Test 2以 下の 実験 は， 添加 す る m odu－
1ato r c ells の特徴 を明 ら か に す る た め に 行 っ た も の
で， Test 2 で は m odulator c ellと し て 患者 T－ C ell
を， Test 3 では no nq T c ell を加 え た ， Te st 4 で は
O K T 4一分画を ， Te st5 で は O K T 8． 分画 を，Te st6 で
は O KIa l























C 十N ＋N 十 N
Fig． 2． T he e仔e cts of ad dit o n of P B M C fr o m
n o r m al individu als a s m odulator c ells on r e a ctivi－
ty ofthe c o ntr oI M L C，
T hree c o n c entratio n s， r e SpO nder こ m Odulator
r atio こ 1こ0．25く＋ N．25l， 1こ0．5く＋ N． 5I 及 1ニ1く＋
Nl．Ol， Of m odulato r ce11s w er e added to the
C O ntrOI M L C． Ea ch v alu e r eprese nts M 士S E M
Of ％ c o ntrol in 4 experim e nts．
F50
た患者 P B MC を， そ れ ぞれ m odulato r c ells と して 加
え た． M L C は 37
0
C， 100％湿度， 5％C O2in air と い
う 条件下で行い ， mic r otite rplateくNu n clo n，祥163320
Den markほ 用 い ， 全て triplic ate で 7 日間培養し た．
培養終了10へ 12時間前に 1JLCiの 3H－thymi din eく以
下3H － T d R と略， Ne w Engla nd Nu cle a r， Spe Cific
a cti vity 5ciJ
I
m Ml を加 え， m ultiple a uto m atic cell
harv esterくラ ボ マ ッ シ ュ L MlOl， ラ ボサ イ エ ン スlを
用 い て細胞 を採集 した後， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー くL S C－651， A lokalで3H － T d Ruptake を測定
し， 結果は cpm で示 した．
VI． rrLOdulato r c ells の M L C抑制効果測定
C O ntr OI M L Cに お ける3H － T d Ruptake を 100％と
し， そ の 他 の 組 み合 わ せ で 行 っ た M LC の成績 は，
c ontr oI M L C の値に 対す る百分比く％c o ntr oり で示 し
た． 統計 学的検討 に は Stude nts， t－te St を 用 い ， pく
0 ．05 の場合を有意差あ り と した ．
成 績
工 ． 骨髄移植患者 に 認 め ら れ た M L C反 応性低下 お
























C 十P 十P ＋ P
Fig．3． T he effects of additio n of P B M C fr o m
patients a s m odulator cellsくPlo n r e a ctivity of
the c o ntroI M L C．
Se ethe legends in Fig．1 a nd Fig．2 a sfo rthe
cultu r e s etup． Ea ch v alu e r epr es e nts M 士S E M
of％ c o ntr ol in 1 8e xperim ents．
Fig．1 は， 正 常人くNl ， Nクlに よ る c o ntr oI M L Cお
よ び正 常人 くN．ま た は N2つ と 患者 くpう の 組 み 合わ せ
に よ る M L Cの 成績 を示 し たも の で ある ． 患者 P B M C
と 正常人 P B M C との MLC はc ontr oI M L Cに 比 べ 有
意 くpく0．01 に 低下 して お り， ％c o ntrolの 平 均値 は
24％で あ っ た ． 患者 くpう と 正常人 くNl また は N2う の
組み 合わ せの ちが いくP－N．と P－N21に よ る M L C 反応
性 へ の 影響 はほ と ん ど認め な か っ た ． Fig．2 はc o ntr oI
M L CくCl に 正 常第三者 P B M C くN31 をm odulato r
c ells と し て種々 の 濃 度で 加 え た場合 の 反 応性の 変化
を示 した も の で ある． 図か ら明 らか な よう に ， M LC 反
応性 は do sedepende nt に増強 し， reSpO nder c ells と
同じ細胞濃度 く1 こい の m odulato r c e11s を加え た
場合 に は， ％c o ntr ol は 221士86くm e a n士1S E MI ％と
有意 くpく0．01 の 増強を示 し た ． 正 常 人 P B M C を
m odulator cells と してカロえ た場合 に は 全 て M L C 反
応性 は増強 し， ％c o ntr ol は104へ 431％ と 大 き な バ ラ
ツ キが み られ た も の の ， 抑制効果 を示 す こ と は 全く な
か っ た ． Fig．3 は， C O ntr OI M L C と， 患者 P B M C を
m odulato r cells と し て co ntr oI M L Cに 加 えた 場合の























C 十PT ＋PT ＋PT
Fig． 4． T he effects ofaddit o n of T－C ells s epa r ated
from patie nt
，
s PB M Ca s m odulato r c ellsくP
，
E－l
O n reaCtivity ofthe contr oI M LC．
Se ethe lege nds in Fig． 1 a nd Fig．2 a sfo rthe
C ultu re s etup二 Ea ch x alu e r epre s ents M 士S E M
Of ％ c o ntr ol in 3 expe rim ents．
F骨 髄移植後の 免疫学的検討 II
応性 は do se depe ndentな 抑制 を う け， ％control は
m odulato r c ellsl．25xlO4 く1ニ0．251 添加で は平均
55％， 2．5x lO4く1こ0．引添 加で は 43％， 5 XlOヰく1 ニ
1う 添加 で は 32％と有意くpく0．0011 な抑制が認 めら
れ た ． 同 じ患者の P B M C を， 別の Nl－N2の 組み 合わせ
の MLC に加 えて み て も 同様 に do sedepe nde nt な抑
制が観察さ れ た．
M L C－ Sup pre SS O r C ells の 特徴
Fig． 4 は， C Ontr OI M L C と患者 T－C ell をm odu．
1ato r こells と し て の 添 加し た場合の M L C反 応性を示
した も の で あ る． 患者 P B M C を添加 した 時と同様 に
do s edepende nt な抑制 を示 し， そ の ％c o ntr ol はく1二
0．251 濃度添加 で は59％， く1 ニ0．51 濃度添加で は
41％ ， く1 二 1 巨浪度添加 で は 26％ と有意くpく0．051
な抑制を示 した． Fig．5 は， C O ntr OI M L C と患者 n o n
－T c ell をm odulato r c ells と し て添加 し た場合の
M L C 反応性 を示 した も の で あ る． 図か ら明 ら か なよ
う に ， 種 々 の 細胞濃度の n o n－T cell を加え て み て も
M L C抑制 は見られ ず， そ の ％c o ntr olは く1 ニ0．251
























C 十 R，0 ．汀 十R．．汀 十軋0 ．甘
Fig． 5． T he effe cts of ad dit o n of n o n－T c ells
S epr ated fro mpatie nt
，
sP B M Ca s m odulator c ells
くP。。 。，lo n re a ctivity ofthe c o ntr oI M L C．
Se ethe lege nds in Fig． 1 and Fig， 2 a sfo rthe
C ultu re setup． Ea ch v alu e repr es ents M 士S E M
Of％ c o ntrol in 3 experim e nts．
51
い 濃度添加 で 91％と い ず れ も 有意の低下 を 示 さ な
か っ た ． Fig． 6 は， C O ntrOI M L Cに O K T4
一 分 画 を
m od ulato r c ells と し て加 えた場合 の M LC 反応性 を
示 し たも の で ある ． 図か ら明ら か なよ う に ， O K T 4
一 分
画細胞の 添加 で％c o ntrol はく1 こ0．251 濃度添加で は
平均 72％く1 ニ0．5う濃度添加 で は平均 59％， く1 こ1，
濃度添加 で は平均33％と， do sedepe nde nt な抑制 が
み られ た
． く1 二 1ト濃度の O K T4 一 分画細胞の 添加 で
は M L C 反応性は有意くpく0．01 に 低下し， こ れ は 患
者 PB M C あ るい は T－C ell を添加 した 場合 と ほ ぼ 同
程度の 抑制で あ っ た ． Fig． 7 は， C O ntrOI M L Cに O K T
8一分画細胞 を m odulato r cells として加えた M L C 反
応性 を 示 し た も の で あ る ． ％c ontr ol は， m Odulato r
c ellsく1 こ0．2引 濾度添カロで は平均 89％， く1 こ0．引
濃度添加で は 平均 97％， く1 ニ 11 濃度添加で は 平均
90％ と， M LC 反応性の 有意 な抑制は認 め られ な か っ
た
．
Fig． 8 は， C O ntrOI M L Cに O KIa l
一
分 画細胞 を
m odulato r c ells と し て加 えた M L C 反応性 を示 した
もの で ある． ％c oIltr Ol は， く1 こ0．2引渡度添加で は平























C 十P打 十Pげ ＋P軒
Fig．6． T he e庁e cts of addito n of O K T 4十 c els
depleted ce11sfro m patie nt
，
sP B M Ca s m odulator
C ellsくPT ．－J on re a ctivity ofthe c o ntroI M L C．
Se ethe lege nds in Fig． 1 and Fig．2 a sfo rthe
C ultu r e s etup． Ea ch v alu e r epre s ents M 士S E M
Of ％ c o ntr ol in 5 experim e nts．
52 ゲl
い濃度添加 で は平均 98％ と， M L C反応性の抑制 は全
く認めら れ な か っ た ． Fig．9 は， C O ntr OI M L Cに 3．000
radの X 線 照 射 を 行 っ た 患 者 PB MC をm odulator
c ells と して 添加 した M L C 反応性 を 示 した も の で あ
る． ％control はく1 こ0．25う 浪度添加 で 51％， く1二
0．5ト濃度載加 で 38％， く1 こ い 濃度添加 で 27％と有
意 なくpく0．0011 抑制を示 し， そ の 程度は 患者 P B M C
を加 えた場合くFig． 31と同 じで あ り ， X 線照射 は抑制
効果 に 全く影響 を与え なか っ た ． 以 上 を要約 す る と，
M L C－Sup pr e SS O r C ells は， T－Cellの う ち， O K T 4
一
分
画す なわ ち O E T 8陽性細胞 に 富み ， しか も O K 工al陽
性細胞 に 富む 分画 に 属 し， 放射線抵抗性 を有す る こ と
が 明ら かと な っ た ．
m ． M L C－ Sup pr e SSO r活 性 と M L C 反応性 お よ び
移植後の 時期 との 関係
Fig．10 は， M L C－Sup pr eS SOr 活性 と M L C反応性の
相関関係を示 した も ので ある ． 図に 示 さ れ る よ う に ，
それ ら両者の間 に は 有意くpく0．001うの 逆相関くy ニ ー
0．8551 が 認 め ら れ， 統計学的 に は M L C－S up preS SO r
c ells が 消槌す る に つ れ て M L C反 応性は し だ い に 回





























Fig．7． T he effe cts of addit o n of O K T 8
＋
ce11s
depleted c ellsfr o mpatient
，
sP B M Ca s m odulato r
C ellsくPT 8
－
Io n r e a ctivity ofthe c o ntroI M L C．
Se ethe lege nds in Fig． 1 a nd Fig， 2 a sfo rthe
C ultu r e s etup． Ea ch v alu e repr e se nts M 士S E M
Of ％ c o ntr ol in 4．e xpe rim e nts．
の 回 復 を示 し た． Fig．11 は， M L C汀S up pr eS SO r活性と
移植後の 時期との 関係 を検討 した もの で あ る． 移植後
100 日ま で の sup pr es so r活性 は％s up pres sion で 示 す
と 60．6士8．0 くm e a n士1 S E Ml％ くpく0．001l， 10 0
句 200日の S up pre SS O r活性は 45．0士 12．7％くpく0．1 ，
200へ 365日 の suppr e ss o r活 性 は5．5 士23．9％ くpく
0．21， 365 日以 上 で は 34 ．0士29．8％ くpく0．21 とな り
移植後 の 時間の経過 と と も に s up pre s sor活性 が 消極
し， 200へ ノ365 日の 間に ほ ぼ消失 す る こ と が 明 ら か に
な っ た ． しか し， 少数例の 検討で は あ るが ， 大きな バ
ラ ツ キ を認 め る も の の 365 日以後 に s up pre ss o r活性
を再 び示 す例 が観察さ れ た． 以 上 の 成績 を要約す ると ，
移 植後 100 日 ま で有意 の M L Cqsup pre ss o r活性 が 認
め られ ， こ の 抑制 はそ の 後の 時間経過 と とも に 減弱傾
向を示 し， 200ノ ー365日の 間で ほぼ消槌す る こ とが 明 ら
か と な っ た ． ま た， こ の M L C－S up pre SS O r活性の時間
的変化 に 対応 して M L C 反応が 回復 し， こ の 抑制が 消
失す る時期 に 一 致 して M L C反応性 も ほ ぼ正 常域 に 回






























Fig．8． T he e庁e cts of addit o n of O K Ial＋ c ells
depleted c ellsfr o mpatie nt
，
s P B M Ca s m odulato r
C ellsくPI a．
－
lo n r e a ctivity ofthe c o ntroI M LC．
Se ethe legends in Fig．1 a nd Fig． 2 a sfo rthe
Cultu r etetup． Ea ch v alu e repr e se nts M 士S E M
Of ％ c o ntr ol in 3 e xperim e nts．
骨髄移植後の 免疫学的検討 H
同種骨髄移植で は ， 移植片拒絶予防や種瘍細胞根絶
を目的と して，
L L
rn a rr o w－1ethal，，な化学放射療法が移
植前処置と して 実施 さ れる た め に ， 移植後は骨髄は無
形成 とな り ， 造血系細胞だ け で な く リ ン パ 系細胞も循
環血 液中 で ほ ぼ n adirの 状態 と な る． そ の た め，
m a rr o w re s c ue を目的 と し て H L Aの 一 致 した 同胞
か ら骨髄細胞が移植 され ， 造血 の 再構築が計られ るわ
け で ある が， 血 液学的回復は比 的早 期 に 得られ しかも
ほ ぼ完全で ある の に 対 し， 免疫学的回復は大幅に 遅延
し， しか も きわ め て不 完全で ある こ とが 指摘さ れ て い
る4ト 7，
．
こ の よう な 同種骨髄移植後長期 に わ た っ て 持
続す る 免疫不全状態 に つ い ては ， こ れ ま で 多く の免疫
学的検討が なさ れ てき て い る
． た と えば in viv 。で の
検索で は， 血 清免疫 グ ロ ブ リ ン値 は王gA を除き 3 カ月
以 内に 回復す る7切 に 対 し， pn eu m O C O C C ala ntigen一声
対す る特異的抗体産生 の 回復に はコ．年な い し 2年 を要
する と い う成績が報告 刷 さ れ てい る
． 遅延型 過敏反応
の 正 常化 に はさ ら に 長期間を必要と し，dinitro chl。r。－
benz e nくD N C Bl に よ る皮膚反応の 回復 は 2年以 上 ，
r e c alla ntige nに 対す る反 応で は 4年 以上 要 したと い























C ＋Px ＋Px ＋Px
Fig． 9－ T he effe cts of addit on of patie nt
，
s P B M C
ir raditated by3，000r ada s m odulato rc ellsくPxJo n
re a ctivity ofthe c o ntr oI M L C．
Se ethe legends in Fig．1 a nd Fig． 2 a sfo rthe
C ultu re s etup． Each v alu e repr es ents M 士S E M
















































0 5 0 10 0 15 0 加
％ ofC O N T R O L M L C R E AT N 汀 Y
Fig．10 Relatio n ship of M LC－Sup pr eSS O r a Ctivity

















































0 10 0 20 0 365
TI M EPC m T R A N S R JN 町 O NくDAYI
Fig． 11． Sequential cha nges in M L C－Sup pr e SS O r
activityin posttranspla ntdays．
54 上
た polyclo n al a ctiv atio nに よ る免疫 グ ロ ブ リ ン 産 生
系の 検討が よ く な され て い る ． W ithe rspo on ら1 8Jは ，
移植後3 カ月間の 早期例に お け る観察で は， 約半数の
例 に 正常 リ ン パ 球に よる 免疫 グ ロ ブ リ ン産生 を抑制 す
る T－C ell を認め て おり， in vitr o抗体産生系に お け る
こ の 抑 制性 T－C ellの 特 徴 に つ い て は， 本研 究 で の
M L C－SuP pr eS SO r C ells と の 異同 と関係 し興味が持た
れ るが ， X．線感受性 を有す る と い う 点で 異な る popu －
1atio n で あ る と考え られ る ． さ ら に Lu m らI1 は ， 3 カ
月 以上 の 長期生存例で は こ の 機能的異常の 出現頻度 は
減少 す る も の の， G V H D を合併 す る こ と に よ りin
マitro免疫 グ ロ ブ リ ン 産生能 は再 び低下 し， そ の 原因
と して O KT 針細胞 に 強い 免疫 グ ロ ブリ ン 産生抑制作
用 を認 めた の に 加 え， O K T 4＋細胞 で も 正 常 O K T 4＋
細胞の 持 つ 免疫グ ロ ブリ ン産生 増強作用 が欠損 して い
た り， 中に ほ逆に OK T 4＋細胞 に 抑制機能 を認 め る例
が 1ノ3の 症例 に 認め られ た と つ け加 えて い る ． つ ま り，
in vitr o免疫 グ ロ ブリ ン産生系 に お け る調節性 T－Cell
の phen oty pe は， 骨髄移植後 の 患者 では 従来 い わ れ て
い る もの と は異 な っ て お り，hete r ogen o u sな機能的 T
－C ell サ ブセ ッ トが 存在す るも の と予 想さ れ る． 次 に ，
mitoge nや 同種抗原に 対 す る リ ン パ 球 の 増 殖性反応
で も， in vitr o免疫グロ ブ リ ン 産生系と同様 に ， 移植
後 3 カ月頃 ま で ほ3H － T d R摂 取の 著明 な低下 を 示 す
が ， 大 多数の 患者 で は 1年以 内 に ほぼ正 常範囲内に 回
復す る こ とが 明ら か に さ れ てい る71． Tsoi ら瑚 は， 活動
性慢性 G V H D を合併 し た患者末棺血中に 同種抗原 に
対 す る do n o rリ ン パ 球 の M L C反応性 を非特異的 に
抑制す る n o n－Spe Cific sup pr e ss o r c ells の 存在 を報告
してい る． しか も この n o n－ Spe Ci丘c sup pres s or cells
の 存在と varic ella z o ster vir u s感染症 と は 関係 が深
く， 免疫不全の 一 原因と な っ て い る可能性 を強く 示唆
してい る ． こ の n o n－ Spe Ci丘c sup pr e ss o r c ells の 特徴
は ， 少数例 の 観察 で は あ る が O K T 8＋ の T－Cellで あ
り ， 1，600r ad の X線照射 に 対 し感受性 を認め て い る
が ， 稀 に m o n o cyte に も n o n－ Spe Cific sup pr e ss orc els
と して の 機能 を認 め てい る． こ の non－Spe Cific sup－
pr es so r c ells は移植後早期例 に は ほ と ん ど認め られ て
い な い こ と， X 線感受性が認 め られ た こ と に よ り， 本
研 究 に お け る M LCq，S uP preSSO r C ells と は 異 な る
populatio n に 属す る も の と 予 想さ れ る ． さ ら に Ts oi
ら2 0Iは， 安定した キ メ リ ズム が得 られ 免疫学的回復 を
認 め る長期生存例に ， trinitrophe nylくT N Plで 修飾 し
た ho st細胞 を刺激細胞と した do n o r細胞 の 反応性 の
み を特異的に 抑制す る specific sup pr es so r c ells を見
出し てお り， 免疫学的寛容状態 の 説明に 用 い てい る．
こ の寛容維持 に 関与 して い る と 思われ る spe ci丘c s up－
pre ss or c ells も O KT8
十の T－C ellで X 線感受性が あ
り， 表面抗原や X 線感受性だ けで は先の n o n－Spe Cihc
S up Pr eS SO r C ells と は区別で きず ， 表面抗原 か らの 検
討 の み なら ず機能面か ら の 検討が 必 要か つ 重要で ある
と思 われ る ． 当移植チ ー ム で も移植後 の 免疫学的再構
築 の 状況 を検討し， 免疫不全状態が持続 す る原 因や メ
カ ニ ズ ム を明 ら か に す る た め に ， 種 々 の 免疫学的解析
を行 っ てき た ． その 中で 当教室末永 ら2 1りま， 移植後 120
日 以 上 生 存 し M LC 反応 性 お よ び phytohe m ag－
glutinin くP H Al 反応性の 低下 して い る症例に ， それ
ぞ れ 異 な る populatio n に 属 す る s up pr es so r c ells を
報 告し て い る ． す な わ ち， 骨髄 do n o rの P H A 反応性
を抑制 す る X 線感受性 の sup pr e ss o r c ells と， 骨髄
do n o rを r espo nde r c ells と し た M L C 反応性 を抑制
する X 線抵抗性 の sup pre ss o r c ells を認め ， 後者は
n o n－T c ell分画 で あ っ た とい う ． こ の do n o rの M LC
反応性 を抑制 する s up pr es s or c ells は ， X 線抵抗性 で
は あ る が 本研究 で 明 ら か と な っ た M L C－S up pr e SS O r
c ells と は 異な る と こ ろ の n o n－ T c ell分画 に 属 し，
Ts oi ら1 91の い う G V H D患者 中 に 認 め ら れ た n o n
－
Spe Ci丘c sup pr e ss o r c ells の
一 部が m o n o cyte で あ っ
た と い う 報告に 一 致す る成績 と考え ら れ る． 以上 ， ヒ
ト骨髄移植後 の 免疫不全状態 およ び 寛容維持の 免疫学
的メ カ ニ ズム の 説明 と し て， S uppr eS S Or C ellsの 役割
り を 強調 した も の が 多い が ， 検討の 方法や検討 を加 え
た症例 の 移植後の時期や G V H D の有無な どに よ り，
そ れ ら sup pre ss or cells の 表 面 マ ー カ ー や X 線 感受
性 に つ い て は 強 い hete r oge n eity が あ る ． Tutsch ka
ら2 2Iは， ラ ッ トを用 い た 骨髄移植に お い て， 移植後 40
日 日 頃 よ り 異 な る 同種抗原 を stim ulato rと し骨 髄
do n o r細胞を r espo nderとす る M L Cに 対 し非特異的
に 抑制す る sup pr e ss o r c ells が 出現 す る こ と を認め，
こ の 非特異的 sup pre ss o r c el王s は G V H D の消態 と と
も に しだ い に 減少 して ゆき ， か わ っ て 250 日 日頃 よ り，
ho st抗原 に 対 す る骨髄 do n o r細胞 の 反 応 の み を特 異
的 に 抑制す る sup pr ess o r c ells が 出現 し， 約2年日頃
に こ の s up pr es so r c ells が認 めら れ なく な る こ と を報
告 し て い る ． こ の 報告 で は ， 検討方法が Ts oi ら1 9I 狛の
方法と 類似 して お り， nOn二Spe Ci丘c と speci丘c の 2種
類の sup pr e ss o r c ells を認 める 点で も類似 して い る と
思 わ れ るが， 移植後早期よ り non spe cific s up pr e ss o r
c ells が 出 現 し ， し か も時 間 折 経過 に 伴 い 消関し て
い く と い う 点で は， む しは本研究 で の M L CTSup pr e S－
s o r c ells と類似し て い ると 思われ る ． い ずれ に せ よ，
ラ ッ ト で も 移植後の 時期 に よ り sup pres sor c ells に
hete roge n eityが 見 ら れ た こ と は， 先 に 述 べ た と 卜 で
の 成績 と－符合 し興味深い ． 移植後早期の 患者や G V H D
骨髄移柿後 け 免疫学的検討 H
を合併 して い る 患者 に お い て免疫反 応 を非特異的に 抑
制す る s up pre ss o rce11s は， 移植前処置と して行わ れ
た全身 X線照射 に よ っ て 直接的 に ， また G V HD 合併
例 で はそ の 標 的臓器 と し て ho st の胸腺 － リ ン パ 組織
が 破壊 され た結果 ， 免疫担当細胞の 分化成熟障害が惹
起さ れ た り， ま た生 体内で の n o n－ H L A抗原 刺激に よ
る 活性化な どに よ っ て 生 ずる こ とが 考え られ る． 本研
究で は， n O n－ H L A抗原刺激 に よ る活性化や G V H D
と は 関係 の な い a uto－B M T例 で も ， こ の 非特異的
M L C－．，S up pr eS SO r Cellsが 出現して お り， 移植前処置と
して 用 い る全身 X線照射の 影響が大 き い も の と考 え
ら れる ． 本研究 に お け る M L C－S up preS SO r C ells の 作
用機序 に つ い て は， 現 在検討をす す め て い る が， そ の
pr elimin a ry data で は細胞傷害に 基づ く抑制 で も な
く， 活性化さ れ た M L C－SuP Pre S SO r Cells が Interlukin
2 く以 下I L－2 と略う を吸収 する こ と に よ る抑制で も な
い こ と を確認 して い る
．
ごく 最近， Az ogui ら23鳩 allo
－B M T後早期 の 患者に お い て工L－2塵生能の 低下 を認
め ， それ に X 線感受性を示 す s up pre ss o r c ells の 関与
を報告 して い る． 今 回対 象と した 患者の 多く に工し2
産生能の 低下 を認 め て お り， ま た外来性 の Iし2 を加
える こ と に よ り全例 に M LC 反応性の 回復 が得ら れ て
い る こ と に よ り， 本研 究 に お け る M L C一．Sup pr eS S Or
Cells がI し2産生 の 抑制 を介し て M L C反 応性の 抑制
を示 し て い る 可能性 も考 えら れ る と思 わ れ る
．
こ の
M LC叫S up pre S SO r C ells の 詳細 な抑制 メ カ ニ ズ ム は不
明で あり ， 今後の 検 討が 必 要 で ある と思 わ れ る．
結 論
1 ． 同種 お よ び自家骨髄移植後早期 く1 年以 剛 の
患者で は ，正 常人 P B M C との 2w ay M L Cに お い て 著
明 な 低 反 応性 を認 め た
．
こ れ ら の 患者 PB M C中 に
H L Aに 関 し て 非特 異 的な M L C－Sup pr e SS O r C ells を
認 め ， こ れが M L C低反応性の 一 因 と 考え られ た．
2 ． 移 植後早期患者 に 認 め ら れ た M LCnsup pres－
SO r C ells は O K T 8＋ ， O KIa l十の Trc ell で X線抵抗性
で あ っ た ． pr elimin a rydata で は， こ の 抑制は細胞傷
害 に 基 づ く もの で も， IL－2 吸収に 基 づく も の で も な い
と考 えら れ た
．
3 ． こ の M L Cs up pre ss o r c ells は移植後経時的に
消槌 し，約 200日 目頃 か ら 1年 日頃ま で の 間に 消失し，
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Abstract
Sup pr e ss o r c e11s w e r e e x amin ed fo rthe r e spo n sibili ty in the low mix ed lympho cyte cultu re
くM LCJ r e a ctivity observ ed in sho rトter m patie nts afte r alloge n eic a nd autologo u sbo n em arr ow
tran splantatio n－ The s up pr ess o r a ctivity w as studied by ad ding peripheral blo od m o n o n u cle a r
C ellsくPB M Cl， aS m Odulato r c e11s， fr o mtr a nspla ntpatie ntsto thetw o － Way M L Cofno r m al P B M C
くc o ntr oI M L CJ． In t he c o ntroI M L C， 5 Xl O4 p B M C fro m n o r mal individu als were cultu red as
r e spo nde rand stim ulator c ells． To the c o ntroIM L C，thre e c o n c e ntratio nsくresponde r ニm Odulator
r atio ニ 1ニ0．2 5
，
1二0
．5 及1ニ1J of m odulato r c els w e r ead ded． W he nP B MC fr o mpatients w ere
Cultured wit h P B MCfro m n o r m alindividu als，the a v e r age M L Cre a ctivity w as2 4％ ofthe c ontr oI
V alu e
．
W he nP B M C from the othe r n o r m al individu als w e r ead ded to t he c o ntr oI ML Cas modu －
1ator s
，
the re a ctivity w a senhan c ed－ In c ontr ast， W he n P B M C fr om patie nts w e re ad ded to the
C O ntr OI M L C
，
the re a ctivities we r e s up pre s sed to 3 2％ of the c o ntr oI M L C in ado s e－depe ndent
fashio n． T he n t he s eM L Cp s up pr e ss o r c ells w e r e cha racte riz ed im m u n ol gic ally and the follo w－
ings w e r e obtain edこ 1JSup pr essor a ctivity w as elabor ated by T－ C e11s fo rming r o s ette withshe ep
r ed b lo od c ells三2J W he n m odulato r c ells w er etr eated withm o n o clo nala ntibodie s specific to
T－ C ell diffe re ntiatio n a ntige ns a nd c o mple m e nt befo r ead ditio nto t he c o ntr oI M L C
，
SuP PreSSOr
a ctivity w a s c o mpletely abolished by tr eatm e nt withO K T白 a nd O K Ial三 3J M odulator c ells
ir r adiated by 3，0 0 0r ads stillexerted their suppr e ss o ractivity三41Sup press o r c e11s didn ot requir e
hu m a nle uko cyte a ntige n くH LAJ c o mpatibility betw e e n m odulator a nd re spo nder cellsi 51
Sup pres sor a ctivity w as n ot m ediated by cytoto xic T c e11s． Subsequ e ntly， effects ofthe s eM L C－
SrP Pr e SO r C ells w e r e a n alys ed in relatio n witht he M L Cr e a ctivitie s ofpatie nts a nd with the ter m
elapsing afte rtr a nspla ntatio n． T he s up pre s so r a ctivity w a sin v e rs ely c o rr elated with t he M L C
re a ctivities and the c o r r elatio n w a s stro ngly signific a ntくPく0．0 0り． Further mor e，the sup pr essor
activity de clin ed gr adu ally alo ng with the elaps e of tim eand disap pe a red ar o und 2 0 0－3 6 5 days
afte rtr a n spla ntatio n． T he s eobs e rv atio ns， tOgethe r witho u rpr e vio us data in dicating that re－
a ctivity of o n e－ W ay M L C in tr a n spla ntpatie nts rec o v e r ed to n o r m alr a nge wi thin l yrpo sttrac s－
Pla nt， SuggeSt t hat the re a ctivitie sin M L Cobser veddu ring a n e a rly po sttr a n splantperiod m aybe
lo w e r ed m ainly by the effe cts of n o n spe cific M L C－S up PreSSO r T－ C ells， Which a r eO K T 8－ and
O K Ial－PO Sitiv e a nd r adiore sista nt■ It is als oindic ated t hat ML Cr ea ctivitiesin tr a n splantpatients
Will be no r maliz ed w he n the s eM L C－ SuPPre SS O r C e11s dis ap pesr 2 0 0－3 6 5 days afte rtr a n splan －
tatio n
．
